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1 Problemstellung und Losung 

Die Produktion von eukaryontischen, rekombinanten Proteine ist aufwendig und teuer, die korrekte 
Prozessierung der Proteine ist problematisch und es ist unmoglich, diese Proteine ohne Verunreinigungen 
herzustellen. % 

Dieses technische Problem wird durch die transiente, genetische Transfornnatidn Blutzellen, die direkt 
anschliessende Kultivierung dieser.Zellen im Serum und die Applikation von dem Protein im Serum ohne 
Aufreinigung gelost: die Benutzung von Blut als Rohstoff und Prcduktionssystem und die Applikation des 
produzierten Proteins im. Serum ist einfach und kostengiinstig, die eukaryontischen Zellen prozessieren die 
Proteine korrekt und in dem auto- oder homologen Produktionssystem treten keine Verunreinigungen auf. 



enn fur die Transformation ein Effektor-Protein genutzt wird, das heiBt ein Protein, das die Produktion 
glicher Proteine anregt, kann sogar die Produktion mehrerer autologer Proteine mdglicherweise in einem 
naturlichen Verhaltnis eneicht werden. Beispiele fur solche Effektor-Molekulen sind ein Transkriptionsfaktor, 
ein Protein, das Tell der Signal-Transduktionskette ist oder extrazellulSre Signalmolekulen wie z.B. Zytokinen. 
Da viele Erkrankungen rhultifaktoriellen Ursachen haben, ist die Produktion von mehreren Proteinen in einem 
physiologischen Verhaltnis fur die Ariwendung von Proteinen als Arzneimittel sehr wiinschensvvert. 
Ein besonderes Problem bei der beschriebenen Erfindung ist die niedrige transfektionsrate der nukle^ren 
Blutzellen und die Entfernung der DNA aus dem Serunn brw. Medium, Dieses Problem wlrd gelost durch die 
Bindung der DNA an Tragern und/oder die Markierung der DNA. Die Trager fuhren abhangig von Ihren 
GrdBen zu Adherenz oder Fagozytosis. Im Falle von Adherenz binden Blutzellen an der Trageroberflache und 
nehmen die an der Trageroberflache gekoppelte DNA auf. Im Falle von Fagozytosis nehmen die Zellen die 
Trager auf, die an der Trageroberflache gekoppelte DNA wird freigesetzt und von der Zelle direkt 
aufgenommen. Da nur nuklearen Blutzellen adherieren oder fagozytieren konnen, werden diese scmit 
selektiert. 
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2 Ausfiihrungsformen 
2.1 Verfahren 

1 . Blut nach Eotnahme direkt in Spritze transformieren und im Serum inkubreren 

2. Blut nach Entnahnne miltels einer Spritze uberf ullen in anderes GefaB (Resen^oir, Beutel) dann 
transfornnieren und im Serum inkubieren 

3. Blutentnahme, Blutzellen (insbesondere nukleare Zellen) von anderen Blutkonaponenten trennen, diese 
Zellen transformieren und dann in Medium mit oder ohne Semm, alternativ in reinem Serum 
inkubieren 

2 Transformation 

DNA auf festen Trager (groSe Kugel: Benutzung Adherenz, kleine Kugel: Fagozytosis. Glas, magnetic 
Beads. Spritzenwand). Vorteil: Aktivierung Blutzellen 
2. Reine DMA (ggf, markiert mit z B Biotin) 
1 - ohne Zusatz 

2. mit einem Zusatz, der die Transfektion und Expression des Transgens erhoht (z.B. Liposomen, 
Bindungspeptid etc.). Der Zusatz kann genutzt werden um 

a. spezifische Zelltypen zu transformieren 

b. die Aufnahme der DNA zu erhChen 

c. der nukleare Transport der DNA zu optimieren 

d. der Transkription zu erhohen 

e. sine Kombmation dieser Faktoren 

3. Elektroporation, Bei Applikation spezifischer elektrischer Felder werden nur Zellen ab einem 
bestimmten GroSe transfiziert. Mit Hiife dieser Technik konnen nukleare Zellen transfonmiert werden. 

23 Entfernung DNA 

lach der Inkubation sind abhanglg von der Ausfuhrungsform folgende Aufreinigungen mfiglich: 
DNA gekoppelt an Trager 

Nach der Inkubation wird das Serum zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird das Serum, das die 
gewunschten Proteinen enthalt entnommen und filtriert um die letzten Trager- und Zell resten zu 
entfernen. 
Markierte DNA 

Nach der Inkubation werden dem Serum Trager hinzugefugt die eine Affinitat f Qr die markiert DNA 
besitzen (z.B. Biotin markierte DNA an Streptavidin gecoatede Trager binden). Die Trager konnen dann 
mittels Zentrifugation oder Magnetismus entfernt werden. 

Alternativ kann das Serum mittels einem Filter, das eine Affinitat fur die DNA hast, gereinigt werden 
(z.B. Biotin markierte DNA an einem Streptavidin Filter binden).. Somit werden in einem Schritt 
Zellresten und DNA entfernt. 
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Beispiel 1: Herstellung und Verwendung einer Glas- 
spritze mit Granulat 

Die Figur 1 zeigt eine 50 ml Spritze 1 aus Glas 
(Fortuna Optima, Best. Nr. 7.102.-44, wenn im fol- 



genden nichts anderes angegeben, wurde diese 
Spritze in alien Beispielen eingese-tzli) lait elnem 
Kolben Oder Stempel 3, einem abschraubbaren Ver- 
schluB 5 mit einem VerschluBansatz 13 (male Luer) 
und einer auf dem VerschluBansatz 13 angeordneten 
und diesen abschlieBenden abnehmbaren Kappe 7 mit 
Septum. Der Stempel 3 weist eine Sollbruchstelle 15 
auf. So ist es moglich, nach Abbrechen des Stempels 
die Spritze direkt zu zentrif ugieren. Dargestellt 
ist auch Granulat 9 aus Glas (Glasperlen der Firma 
Roth, Art. Nr. A 557.1). Die GroBe der Granulatpar- 
tikel 9 liegt zwischen 1 und 3 mm Durchmesser, wo- 
bei jedoch auch kleinere Partikel, insbesondere 
groBer als 100 fjLia, eingesetzt werden kdnnen, z.B. 
Glasmehl. Selbstverstandlich konnen auch Spritzen, 
z.B. aus Glas oder Kunststoff, eingesetzt werden, 
die keine Sollbruchstelle im Stempel aufweisen. 

Zur Herstellung der Spritze 1 wird die Oberflache 
der inneren Struktur der fabrikneuen und original- 
verpackten Spritze 1 und des fabrikneuen und origi- 
nalverpackten Granulats 9 modifiziert mit Hilfe ei- 
nes handelsiiblichen Chromschwef elsaure-Praparat , 
indem das Chromschwef elsaure-Praparat in die 
Spritze aufgenommen wird und die Sprit zeninnenwand, 
das heiBt Zylinderinnenwand und Kolben, sowie das 
Granulat damit geatzt werden. Die Spritze wird 
durch ein- bis zehnmaliges, vorzugsweise dreimali- 
ges, vollstandiges Auf Ziehen und Ausspritzen von 
50 %iger Chromschwef elsaure (Merck, Darmstadt, 
Best. Nr. 1.02499.2500, Chromschwef elsaure wird mit 
Biochrom Reinstwasser Ultra Pure Water No. L 0040 
bis zur gewunschten Verdiinnung verdiinnt) behandelt 
und dabei gesaubert beziehungsweise modifiziert. 
Nach dem letzten Auf Ziehen wird die Spritze unten 
abgedichtet und in gefiilltem Zustand 5 bis 30 min 
mit der Chromschwef elsaure inkubiert. Anschliessend 
wird der Spritzenkolben entfernt und zwei- bis 
zehnmal, vorzugsweise viermal, durch vollstandiges 



Auffullen und Ablauf enlassen des spritzenzylinders 
mit frischem Reinstwasser durchgewaschen, wobei 
darauf zu achten ist, daB das Waschwasser vollstan- 
dig ein- und ausgefiillt wird. Sodann wird der 
Spritzenkolben in 50 %ige Chromschwefelsaure ge- 
taucht und grundlich mit destillierteiti Wasser abge- 
vaschen . 

Eventuell in der Spritze vorhandene Wasserreste 
werden durch Betupfen des Lueranschlusses kapillar 
abgesaugt, urn ein schnelles Trocknen der Spritze zu 
gewahrleisten. Voneinander getrennte Kolben und 
Spritzen inklusive der eventuell darin enthaltenen 
Glasperlen werden in Melag-Folie lait Indikatorf eld 
(Melag, Melafol 1502) eingeschweiBt (Melag, Mela- 
seal) . Die so verpackten Spritzen werden im Tro- 
ckenschrank (Melag-Trockensterilisator) bei 80 'C 
fur mindestens 60 min getrocknet. Die getrockneten 
verpackten Spritzen werden anschliessend bei 132 
30 min bei 2 bar autoklaviert (Wolf Autoclav HRM 
242 II) und bei 80 fiir mindestens 60 inin ein wei- 
teres Mai getrocknet. 

Vor der Blutentnahme (siehe unten) wird Heparin 
(Liquemin N 2500, Heparin-Natrium 2500 I.E.) oder 
Citrat (ACDA) in die Spritze eingebracht, urn eine 
Koagulation des spater aufgenoininenen Blutes zu ver- 
hindern. Der Einsatz von Coagulantien kann sich als 
vorteilhaft bei der Aufarbeitung von IL-lRa- 
haltigem Serum erweisen. 

Die Spritze 1 wird eingesetzt, indem Blut eines Pa- 
tienten mit Hilfe eines nicht dargestellten Adap- 
ters entnommen wird, der die abschraubbare Kappe 7 
mittels eines nicht dargestellten Schlauches mit 
einer nicht dargestellten Kaniile verbindet. Der Ad- 
apter weist eine Nadel auf, mittels derer das im 
VerschluBansatz 13 vorhandene Septum durchstochen 
wird. Anschliessend wird der Adapter abgenommen und 



eine Inkxibation des Vollblutes bei 37 'C fur 24 
Stunden unter dem Schutz der abnehmbaren Kappe 7, 
deren Septum sich selbsttatig geschlossen hat, 
durchgefiihrt. Die Inkubation kann stehend oder lie- 
gend erfolgen. Erfolgt die Inkubation stehend, wird 
das Plasma durch das Septum und einen sterilen Vor- 
satzfilter (0,2 /urn) abgenommen. Zusatzlich oder al- 
ternativ kann eine Zentrifugation vorgesehen wer- 
deh. Erfolgt die Inkubation liegend, wird das Blut 
zentrifugiert und das Plasma durch einen sterilen 
Vorsatzfilter (0,2 fm) abgenommen. Es kann aber 
auch vorgesehen sein, das Plasma durch das Septum 
abzunehmen ohne eine Zentrifugation durch zufuhren. 
Anschliessend wird das Plasma zum Beispiel an einer 
Nervenwurzel oder einem Gelenk'des Patienten rein- 
jiziert. 



Rei spiel 2 



Hexstellung und Viscwendung einer Kinststof f-Spc±tze mil: Gcanulat: 
fQr die HLuttxansfbitinatixm 



In diesem Beispiei wird steriles Granulat aus Glas eingesetzt Die Oberflache des Granulate wird mit Hilfe 
eines handelsublichen Chromschwefelsaure-Praparat im Batch-Verfahren, wie im Beispid 1 ausgefuhrt. . 
modifiziert. Anschliessend wird das Granulat nnit Wasser gespiiit. urn die Chromschwefelsaure-Reste 
wegzuwaschen. Dann wird das Granulat bei 1 2rC unter einem Druck von 2 bar mindestens 2Q min 
inkubiert. urn so das Granulat zu sterilisieren und mit Wasser zu sSttigen. Das Granulat wird anschliessend 
getrocknet bei SCC fur 20 min. 

Rjas Granulat wird mehrmals mit einer Sal2l6sung gewaschen und fur mindestens 2 Stunden in einer Plasmid- 
alzlosung inkubiert. Dieses Plasmid enthSIt mindestens eine Sequenz die fur eine Protein codiert C„coding 
\ region") sowie ein Steuer-Einheit (..promoter"), die in eukaryontische Zellen wirksam ist. wie z B. das 
pcDNAI ML-IRa Plasmid. Entscheidend fur eine hoheProteinproduktionist die Pyrogenfreiheitder 

I venwendeten DNA. Die Kugel werden nach der Inkubation gewaschen und mit EtOH oder Gas stenlisiert 

Eine herkommliche. nicht modifizierte, fabrikneue und originalverpackte Polypropylenspritze (50 ml. Becton 
Dickinson. Heidelberg. Art. Nr. 001 37) wird mit dem modifizierten und stenlisierten Granulat tl . 2. 4 oder lu 
cm^) sowie mit einer hinreichenden Menge eines Antikoagulans wie Heparin (Liquemin, Heparin-Natrium 
2500 I.E.) Oder Citrat(zum Beispiei AC DA) befullt. Die befullte Spritze wird inklusive Abnahmekanule und 
Schlauch verpackt und anschliessend Gamma- oder Elektronen-sterilisiert. 

Der Anwender entnimmt das sterile Besteck und entnimmt dem Patienten Blut. Die Spritze verfugt a"J*^'»'" 
Offnung in dem VerschluBansatz iiber ein Septum, welches zur Entnahme durch das Abnahmezubeh6r, also 
die Nadel des Adaptere. durchstochen wird. Nach Abnahme des Adapters verschlieBt sich das Septum 
selbsttatig wieder. Nach Blutentnahme wird der Spritzenstempel an einer Sollbruchstelle abgebrochen. 
Die Spritze mit Blut wird 24 Stunden bei 37"C bis 41"C inkubiert. Die Inkubation erfolgt liegend, das Slut 
ird umgefulit und zentrifugiert. nach der Zentrifugation wird das Plasma durch einen sterilen Vorsatzfiiter. 
jm Beispiei 0.2 pm, abgenommen. Die Reinjektlon des Plasma erfolgt zum Beispiei an einer Nen/enwurzel, 
IS Gelenk oder in die Bandscheibe. 
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5 Anspriache 

1. Verfahren zur Herstellung einer induzierten 
Blutzusaminensetzung aus Blut, wobei im Blut enthal- 
tende Blutzellen transient oder stabil mit mindes- 
tens einem Niicleinsauremolekul transf ormiert wer- 

10 den, vorzugsweise mit einem Nucleinsauremolekiil^ 
welches mindestens ein therapeutisch interessantes 
Protein oder ein Ef f ektorprotein codiert und eine 
induzierte Blutzusammensetzung erhalten wird, deren 
Blutzellen transient oder stabil das therapeutisch 

15 interessante Protein und/oder das Eff ektorprotein 
exprimieren und gegebenenf alls sezernieren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1^ wobei die induzierte 
Blutzusammensetzung eine Blutzusammensetzung ist, 
die mindestens ein therapeutisch interessantes Pro- 

20 tein in hoherer Konzentration als eine nicht trans- 
formierte Blutzusammensetzung enthalt, zum Beispiel 
Cytokine, wie natiirliches oder abgewandeltes IL~lRa 
(IRAP) (Interleukin 1 Rezeptorantagonist ) . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die induzierte 
25 Blutzusammensetzung eine Blutzusammensetzung ist, 

in deren Blutzellen ein Eff ektorprotein exprimiert 
wird, welches in nicht transf ormierten Blutzellen 
gar nicht oder nicht in dieser Menge exprimiert 
wird. 
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4 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
Che, wobei das Blut einem Patienten mit einer 
Spritze entnommen und das Blut mit dem mindestens 
einen Nucleinsauremolektil in der Spritze transfor- 
miert wird, ohne vorher die zu transf ormierenden 
Blutzellen von anderen Blutkomponenten abzutrennen. 

5. Verf ahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, wo- 
bei das Blut einem Patienten mit einer Spritze ent- 
nommen, in ein anderes GefaB gefullt und in diesem 
GefaB transf ormiert wird, ohne vorher die zu trans- 
formierenden Blutzellen von anderen Blutkomponenten 
abzutrennen . 

6. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wo- 
bei das Blut einem Patienten entnommen, Blutzellen^ 
insbesondere nucleare Zellen, von anderen Blutkom- 
ponenten getrennt, die Blutzellen transf ormiert und 
in Medium mit oder ohne Serum oder in reinem Serum 
inkubiert wird. 

7 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, wobei das Nucleinsauremolektil^ insbesondere 
DNA Oder RNA, immobilisiert auf festen Tragern, zum 
Beispiel groBen oder kleinen Kugeln, beispielsweise 
aus Glas, oder magnet ischen Ktigelchen oder der Wand 
der Spritze, zur Transformation verwendet wird. 

8 • Verf ahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, wobei das Nucleinsauremolektil, insbesondere 
DNA Oder RNA, gegebenenf alls markiert mit einer 
Markersubstanz, zur Transformation verwendet wird. 

9. Verf ahren ' nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, wobei das Nucleinsauremolektil, insbesondere 
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die DNA oder RNA, zusammen itiit einem Zusatz, der 
die Transfektion und/oder Expression des Nuclein- 
sauremolektils erhOht, transf ormiert wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
5 che, wobei das Nucleinsauremolekvil durch Elektropo- 

ration transf ormiert wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
ceh, wobei das Nucleinsauremolekul ein die Expres- 
sion korpereigener Proteine induzierendes, repri- 

10 mierendes oder regulierendes NucleinsSuremolekul 
ist, zum Beispiel ein Antisensekonstrukt, RNA- 
Element oder ein transposables Element. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, wobei das Nucleinsauremolekiil in einem Vektor 

15 enthalten ist, zum Beispiel einem Plasmid. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprU- 
che, wobei das Nucleinsauremolekiil funktionell ver- 
bunden zu mindestens einem regulatorischen Element, 
zum Beispiel einem Promoter, Enhancer oder Intron/ 

20 vorliegt, insbesondere einem blutzellspezif ischen 
regulatorischen Element. 

14 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei das Nucleinsauremolekiil funktionell ver- 
bunden zu einem ein Signalpeptid fu,r die Proteinse- 
25 zernierung aus der Zelle codierenden Nucleoti- 
dabschnitt vorliegt. 

15 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei nach der Transformation, Expression und 
Sezernierung des codierten therapeutisch interes- 
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santen Proteins aus den transf ormierten Zellen in 
das Serum die Zellen vom Serum abgetrennt werden 
und ein induziertes Serum erhalten wird. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
5 che, wobei das mindestens eine Nucleinsauremolekul 

mit Hilfe von Liposomen, viralen Vektoren oder, ge- 
gebenenfalls s^urelabil, gebunden an Mikroglaskti- 
gelchen transf ormiert wird. 

17. Verfahren zur Transformation von Zellen, insbe- 
10 sondere im Blut vorhandenen Zellen, zum Beispiel 

Blutzellen, mit NucleinsauremolekUlen, wobei die 
Zellen oder Blutzellen mit den Nucleinsauremolekii- 
len in Kontakt gebracht, die Zellen oder die im 
Blut vorhandenen Blutzellen transf ormiert und sta- 
15 bil Oder transient transf ormierte Zellen oder Blut- 
zellen erhalten werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Nuclein- 
sSuremolektile vor der Transformation s^urelabil an 
Mikroglasktigelchen gebunden werden. 

20 19.* Verfahren zur Behandlung des menschlichen oder 
tierischen KGrpers, wobei dem menschlichen oder 
tierischen Korper Blut, vorzugsweise mittels einer 
Spritze, entnommen, ein Verfahren nach einem der 
vorhergehenden Ansprliche durchgeftihrt und die indu- 

25 zierte Blutzusammensetzung dem menschlichen oder 
tierischen Korper wieder reappliziert wird, gegebe- 
nenfalls allein das Blutserum nach Abtrennung von 
den transf ormierten Blutzellen. 

20. Verwendung von Mikroglasktigelchen, insbesondere 
30 saurelabil gebundene Nucleinscluren aufweisende Mik- 
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roglaskUgelchen^ ftir die Transformation von Voll- 
blut, insbesondere nucleSren Zellen im Vollblut, 
insbesondere fUr die Expression und Sezernierung 
von Proteinen- in Blut, insbesondere Blut zellen. 

5 21. Verwendung von Mikroglaskugelchen, insbesondere 
s^urelabil gebundene Nucleinsauren aufweisende Mik- 
roglasktigelchen, fUr die Transformation von biolo- 
gischen Zellen, insbesondere tierischen, pflanzli- 
chen Oder humanen Zellen. 

10 22. Verwendung von Blut, insbesondere Vollblut, far 
die Transformation von Nucleinsauremolekulen, co- 
dierend therapeutisch interessante Proteine Oder 
Ef fektorproteine, in die Blutzellen des Blutes, 
insbesondere fUr die Gentherapie und/oder die Be- 

15 handlung von Leukamie, fur die Behandlung von trau- 
matischen, degenerativen, chronisch inf lammatori- 
schen Erkrankungen des Nervensystems , des Bewe- 
gungsapparates oder verschiedener innerer Organe. 

23. Verwendung von Blut fiir die Herstellung eines 
20 Arzneimittelkits fur gentherapeutische Zwecke 

und/oder die Behandlung von LeukSmie, fiir die Be- 
handlung von traumatischen, degenerativen, chro- 
nisch inf lammatorischen Erkrankungen des Nervensys- 
tems, des Bewegungsapparates oder verschiedener in- 
25 nerer Organe. 

24. Verwendung von Nucleotidmolekulen, insbesondere 
codierend fUr therapeutisch interessante Proteine 
Oder Ef fektorproteine, fur die Transformation von 
Blut und die Expression und gegebenenf alls Sezer- 

30 nierung des therapeutisch interessanten Proteins 
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beziehungsweise Ef f ektorproteins, zum Beispiel ftir 
die LeukSmiebehandlung, fUr die Behandlung von 
traumatischen, degenerativen, chronisch inf lammato- 
rischen Erkrankungen des Nervensystems, des Bewe- 
5 gungsapparates oder verschiedener innerer Organe. 

25, Verwendung von Nucleotidmolekulen, insbesondere 
codierend fur therapeutisch interessante Proteine 
Oder Ef fektorproteine, fiir die Herstellung eines 
Arzneimittelkits, fur die Transformation von Blut 

10 und die Expression und gegebenenf alls Sezernierung 
des therapeutisch interessanten Proteins bezie- 
hungsweise Ef fektorproteins, zum Beispiel ftir die 
Behandlung von traumatischen, degenerativen, chro- 
nisch inf lammatorischen Erkrankungen des Nervensys- 

15 terns ^ des Bewegungsapparates oder verschiedener in- 
nerer Organe. 



IL-1Ra Production in ORTHOKIN I versus III 
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Die obenstehende Abbildung zeigt die Erhohung der lL-1ra Produkt on als ^^'O^ der H neu^u^^^^^^ 
gecoatede Kugeln. 0» ist das Serum, das aus einer Spntze. d.e ^ugel ohne pcDNAl^ 
gewonnen ist OUl ist das Serum, das aus einer Sprit^e. die Kugel 'J''* fJ^^N^^ 
^wonnen ist. Die Sprit2en und Serum sind aufbereitet worden wie hier oben beschrieben. 
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